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ВВЕДЕНИЕ
Аллогенная трансплантация костного мозга
(аллоТКМ) – радикальный метод лечения широ
кого спектра гемобластозов высокого риска и на
следственных заболеваний [1]. Однако это одна из
самых консервативных областей медицины. Во
многих центрах России и Европы до сих пор ис
пользуются протоколы трансплантации и профи
лактики осложнений, разработанные в 1970х гг. [12].
Это связано с тем, что одно из наиболее грозных
осложнений, реакция «трансплантат против хозя
ина» (РТПХ), может приводить к летальному исхо
ду даже при адекватной профилактике у 10–20 %
пациентов [10]. Использование же непроверенных
протоколов профилактики РТПХ может значитель
но повышать летальность. Поэтому ведущую роль
в совершенствовании технологии аллоТКМ играет
моделирование РТПХ на лабораторных животных.
Кроме того, эти же модели широко используются
для оценки эффективности новых иммуносупрес
сивных препаратов [14].
Наиболее распространено моделирование
аллоТКМ и РТПХ на мышах, что связано с доступ
ностью линейных, т. е. генетически идентичных,
животных, определяющих возможность получения
воспроизводимых результатов. К основным лини
ям мышей, которые используются при моделиро
вании аллоТКМ, относятся Balb/с, C57Bl/6, C3H
и CAF1 [14].
В качестве кондиционирования, которое обеспе
чивает приживление донорского костного мозга,
используются как специальные системы для тоталь
ного гаммаоблучения животных, так и различные
химиопрепараты, включая бусульфан, мелфалан,
циклофосфан, флударабин и треосульфан [11]. В на
стоящем исследовании протестирована примени
мость реципрокных вариантов линейной аллоТКМ
с использованием мышей линий Balb/с и C57Bl/6.
Химиотерапевтическая подготовка выполнялась
с помощью бусульфана и циклофосфана, которые
широко используются и не требуют условий специа
лизированной радиологической лаборатории.
Кроме того, в данном исследовании мы попыта
лись приблизить результаты модели к ситуации
аллоТКМ с высоким риском РТПХ у человека. Во
первых, была использована профилактика РТПХ
посттрансплантационным циклофосфаном, кото
рый увеличивает вероятность приживления трансп
лантата [8], и обеспечивает выживаемость мышей
в диапазоне 50–70 % [15]. Вовторых, учитывая, что
в патогенез РТПХ у человека значимый вклад вно
сят сапрофитные бактерии, грибы и простейшии,
присутствующие в организме на фоне противомик
робной профилактики [7, 16], в настоящем экспе
рименте была проверена возможность моделиро
вания аллоТКМ с использованием животных, не
имеющих SPFстатуса (свободных от патогенной
флоры), содержащихся в условиях конвенциональ
ного вивария (без HEPAфильтрации воздуха).
МАТЕРИАЛ  И  МЕТОДЫ  ИССЛЕДОВАНИЯ
Животные. Эксперименты выполнены на сам
цах и самках мышей Balb/с и C57Bl/6 (ФГУП «Пи
томник лабораторных животных РАППОЛОВО»,
Ленинградская обл.) в возрасте 12–14 недель, ко
торых содержали группами в клетках стандарта
TIIIH (Tecniplast, Италия) в виварии ПСПбГМУ
им. акад. И. П. Павлова. Перед началом эксперимен
та проводилась карантинизация не менее 2 недель.
Животные имели неограниченный доступ к ком
бинированному корму «Чара» (ЗАО «Ассортимент
Агро», Московская обл., Пущино) и кипяченой водо
проводной воде с добавлением противомикробных
препаратов и подкислением по следующей схеме:
бисептол (1 мг/мл) – за 14 дней до транс
плантации, флуконазол (100 мкг/мл) – с момента
трансплантации, левофлоксацин (20 мкг/мл) –
с 7го дня после трансплантации. Для подкисления
питьевой воды использовали лимонную кислоту,
создавая 3 %ю концентрацию раствора с pH=2,5–3.
Подкисление питьевой воды завершалось на 5й
день после трансплантации для аллоТКМ и в день
трансплантации для сингенных ТКМ.
Все эксперименты выполнены в соответствии
с требованиями «Руководства по использованию
лабораторных животных для научных и учебных
целей в ПСПбГМУ им. акад. И. П. Павлова» [2].
Эвтаназию мышей проводили методом цервикаль
ной дислокации.
Дизайн эксперимента (экспериментальные груп8
пы). В экспериментах использовали следующие
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комбинации доноров и реципиентов: аллогенная
трансплантация +C57Bl/6 > > Balb/с и > Balb/с 
> +C57Bl/6, сингенная трансплантация (контроль)
> C57Bl/6> +C57Bl/6. Схема экспериментов
представлена на рис. 1.
Кондиционирование. Для кондиционирования
использовали бусульфан (Sigma Aldrich, Швецария),
который вводили (ip) в дозе 20 мг/кг ежедневно
в течение 4 дней (день –7 и день  –4) и циклофос
фамид (Endoxan, Baxter, США) – 100 мг/кг (ip)
в течение 2 дней (день –3 и день –2). Бусульфан
разводили в 20 % DMSO, 80 %пропиленгликоле,
далее полученный раствор разводили водой для
инъекций в соотношении 1:1. Конечный объем ра
створа бусульфана составлял 50 мкл. Циклофосфа
мид разводили в 0,9 %м изотоническом растворе
NaCl и вводили ip в объеме 50 мкл/животное.
Подготовка и введение трансплантата. Транс
плантат заготавливали из бедренных, большебер
цовых, плечевых костей и селезенки, которые
транспортировали в лабораторию в транспортной
среде (1х PBS, 2 % FBS, 2 мМ EDTA, 50 Е/мл стрепто
мицина). Получение костного мозга осуществляли
в ламинарном боксе в стерильной чашке Петри ме
тодом промывания костей одного животного в 5 мл
буфера (1x PBS, 2 мМ EDTA). Процессинг селезен
ки выполняли методом раздавливания между дву
мя стерильными предметными стеклами в стериль
ной чашке Петри с буфером (1x PBS, 2 мМ EDTA).
Полученные трансплантаты костного мозга и се
лезенки фильтровали через инфу
зионный фильтр с порами 200 мкм,
центрифугировали при 300 g в те
чение 10 мин, удаляли супернатант
и проводили ресуспензирование в
буфере. Целевым значением кле
точности для костного мозга было
2×107 ядросодержащих клеток/жи
вотное, для клеток селезенки –
3×107 ядросодержащих клеток/жи
вотное. Трансплантат для синген
ных трансплантаций состоял толь
ко из клеток костного мозга, для ал
логенных – из клеток костного
мозга и селезенки. Введение транс
плантата осуществлялось в день 0,
в хвостовую вену. При невозмож
ности катетеризации трансплантат
вводился интраперитонеально.
Профилактику РТПХ при алло
генных трансплантациях проводи
ли, используя циклофосфамид
(Endoxan, Baxter, США) в дозе
75 мг/кг в течение 2 дней (день +3
и день +4).
Гистологическое исследование.
Через 30 дней после транспланта
ции проводили эвтаназию животных и забирали
для гистологического исследования следующие
органы: кожу, желудочнокишечный тракт (желу
док, тонкая кишка, толстая кишка), печень, легкие,
селезенка и костный мозг. Полученный материал
фиксировали в растворе 10 %го нейтрального за
буференного формалина, осуществляя процедуру
проводки в автоматическом режиме на Microm STP
120 (Thermo Fisher Scientific/Shandon, США). Окрас
ка гистологических препаратов осуществлялась
гематоксилинэозином. Наличие и степень тяже
сти гистологических проявлений РТПХ оценивали
в соответствии с международными патологоанато
мическими критериями [13].
Статистический анализ. Для сравнения веса
животных в группах аллоТКМ и сингенной ТКМ
использовался критерий Манна–Уитни.
РЕЗУЛЬТАТЫ  ИССЛЕДОВАНИЯ
И  ИХ  ОБСУЖДЕНИЕ
Реципиенты Balb/с. В качестве доноров (соотно
шение 1:1) использовали 15 самок C57Bl/6, реципи
енты группы аллоТКМ – самцы Balb/с (N=10), груп
пы сингенной ТКМ (контроль) – самцы C57Bl/6 (N=
=5). Целевые значения клеточности трансплантата
костного мозга при использованном соотношении до
норы/реципиенты (1:1) достигнуты не были – сред
няя клеточность трансплантата составляла 1,2× 107
ядросодержащих клеток/животное. Клеточность
трансплантата клеток селезенки была целевой.
Рис. 1. Схема экспериментов
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Как в группе аллоТКМ, так и в группе сингенной
ТКМ отмечалась выраженная токсичность режима
кондиционирования и посттрансплантационного
циклофосфана. Через 10 дней после транспланта
ции летальность достигала 80 % в обеих группах
(рис. 2, а), и только 3 животных дожили до 30го дня
после трансплантации. Гистологическое исследова
ние выявило оРТПХ кишечника 1й степени у одно
го (из 2х) животных из группы аллоТКМ.
Реципиенты C57Bl/6. В качестве доноров (соот
ношение 1,5:1) использовали 22 самца Balb/с для
аллоТКМ и 8 самцов C57Bl/6 для сингенной ТКМ,
реципиенты группы аллоТКМ – самки C57Bl/6
(N=15), группы сингенной ТКМ (контроль) – сам
ки C57Bl/6 (N= 6).
При использованном соотношении «донор/ре
ципиент» (1,5:1) была достигнута целевая клеточ
ность трансплантата как по костному мозгу (2,3×107
ядросодержащих клеток/животное), так и по селе
зенке (3,1×107 ядросодержащих клеток/животное).
У 29 % животных удалось осуществить внутривен
ное введение трансплантата, у 71 % – интрапери
тонеальное.
В каждой группе было отмечено по одной токси
ческой смерти на режиме кондиционирования.
Остальные животные дожили до плановой эвтана
зии на 30й день после трансплантации (рис. 2, б).
Динамика массы тела животных была сопостави
ма в группах контроля и аллоТКМ, хотя исходный
вес мышей из группы сингенной ТКМ был значи
мо меньше (15,5±1,6 г против 16,9±2,7 г, p=0,05).
Вес животных в группах сингенной и аллоТКМ пе
ред эвтаназией достоверно не различался (15,7±2,2
против 16,9±2,2, p=0,25). Таким образом, не отме
чено снижения веса в группе аллоТКМ после при
живления. Приживление и удовлетворительное
функционирование трансплантата зафиксировано
у всех выживших животных на основании гисто
логического исследования костного мозга.
При гистологическом исследовании признаки
острой РТПХ были выявлены у 13 из 14 (93 %) реци
пиентов аллоТКМ. Были выявлены гистологиче
ские проявления РТПХ в коже (рис. 3, б), желудке и
кишечнике (рис. 3, в), печени (рис. 3, г). Гистологи
ческая тяжесть РТПХ ни у одного из животных не
превышала 2ю степень. Распределение по степе
ням тяжести показано на рис. 3, а. В группе синген
ных трансплантаций гистологические признаки
РТПХ выявлены не были.
Также у 6 животных выявлен локальный флебит
печеночных синусоид, который может быть свиде
тельством веноокклюзионной болезни печени лег
кой степени. В коже и желудочнокишечном тракте
у большинства животных были выявлены призна
ки бактериальной инфекции (колит, энтерит, гаст
рит, дерматит) различной степени выраженности,
от минимальных до умеренных.
В ходе экспериментов было показано, что модель
с химиотерапевтическим кондиционированием и
комбинацией донора/реципиента C57Bl/6/ Balb/с
не является приемлемой. Это связано с повышен
ной чувствительностью мышей линии Balb/с как
а б
Рис. 2. Выживаемость животных после трансплантации костного мозга: а – доноры – +C57Bl/6 (N= 15); реципиенты:
>Balb/с (N= 10) – при аллоТКМ, >C57Bl/6 (N= 6) – при сингенной ТКМ; б – реципиенты – +C57Bl/6 (N= 20);
доноры: >Balb/с (N= 22) – при аллоТКМ, >C57Bl/6 (N= 8) – при сингенной ТКМ
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к химиотерапии, так и к облучению, по сравнению
с мышами линии C57Bl/6 [4]. Это объясняет край
не высокий процент острой летальности, наблюдав
шийся у реципиентов Balb/с как после сингенной,
так и после аллоТКМ. Комбинация «донор/реци
пиент» Balb/с /C57Bl/6, в свою очередь, показала
крайне низкую токсическую летальность, не пре
вышающую 5–10 %, и может, таким образом, быть
использована для моделирования аллоТКМ и РТПХ.
Первый эксперимент выявил также необходи
мость использования соотношения доноров/реци
пиентов 1,5:1, а не 1:1 изза недостаточной клеточ
ности трансплантата.
Кроме этого, было показано, что противомикроб
ная профилактика с использованием комбинации
сульфаметоксазола/триметоприма, левофлоксаци
на и флуконазола предотвращает летальность жи
вотных в агранулоцитозе. Тем не менее выявленные
гистологически бактериальные инфекции у реци
пиентов, в первую очередь с вовлечением желудочно
кишечного тракта, свидетельствуют о необходимо
сти дальнейшего совершенствования режимов ан
тибактериальной профилактики. В качестве перс
пективных препаратов можно рассматривать тет
рациклин [3] и рифаксимин [17].
На модели аллоКТМ Balb/с / C57Bl/6 с профи
лактикой РТПХ циклофосфаном 75 мг/кг на 3й
и 4й день после трансплантации не наблюдали ле
тальности от РТПХ; более того, отмечали проявле
ния только легкой и умеренной РТПХ по данным
гистологического исследования. Между тем ранее
сообщалось, что использование такой профилакти
ки после тотального облучения при аллоТКМ
C57Bl/6 /CAF1/J приводит к 30–50 %й летальности
от РТПХ [15]. Косвенным свидетельством отсутствия
выраженной РТПХ является и отсутствие сниже
ния веса реципиентов после приживления, что яв
ляется отличительной чертой моделей РТПХ [11].
Различия в полученных нами и ранее описанных
результатах могут быть связаны как с использован
а б
в г
Рис. 3. Проявления острой реакции «трансплантат против хозяина» у C57Bl/6реципиентов при
аллоТКМ: а – частота РТПХ по органам и степени тяжести; б – РТПХ кожи: 1 – очаговая вакуоли
зация клеток базального слоя эпидермиса и придатков кожи; 2 – немногочисленные интраэпите
лиальные лимфоциты; 3 – единичные апоптозные тела; 4 – отек дермы; в – РТПХ печени: 1 –
вакуольная дистрофия гепатоцитов; 2 – скопление лимфоцитов в стенке вены; 3 – единичные
лимфоциты в эпителии желчных ходов; г – РТПХ кишечника: 1– повышение количества интра
эпителиальных лимфоцитов; 2 – клетки крипты в состоянии апоптоза
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ными линиями животных, так и с тем фактом, что
тотальное облучение вызывает более выраженное
повреждение тканей и ассоциировано с повышен
ной частотой РТПХ [5]. Безусловно, модель без
летальности от РТПХ и снижения веса требует даль
нейшего совершенствования, так как не позволяет
оценивать эффективность новых подходов в про
филактике. Один из методов, который позволит в
будущем увеличить тяжесть проявлений РТПХ, –
это сокращение кратности введения циклофосфа
на с двух до одного на 3й день после транспланта
ции. Ранее было показано, что уменьшение количе
ства введений увеличивает частоту тяжелой РТПХ
на 15–20 % [9]. Второй из возможных подходов –
увеличение количества трансплантируемых спле
ноцитов [6]. Вероятнее всего, дальнейшее совер
шенствование модели потребует использования
обоих подходов.
В заключение можно сказать, что модель алло
ТКМ и РТПХ на основе линий мышей Balb/с/
C57Bl/6 с кондиционированием комбинацией бу
сульфана и циклофосфана и профилактикой РТПХ
циклофосфаном после трансплантации является
перспективной для исследования новых иммуно
супрессивных препаратов.
Работа выполнена при поддержке Российского фонда фун8
даментальных исследований, проект № 16834860142 мол_а_дк.
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Постановка экспериментальной модели аллогенной
трансплантации костного мозга и реакции «трансплантат
против хозяина»
Экспериментальное моделирование аллогенной транс
плантации костного мозга и реакции «трансплантат против
хозяина» (РТПХ) крайне важно для совершенствования тех
нологии трансплантации и исследования новых иммуносуп
рессивных препаратов. В настоящем исследовании оцени
вали применимость кондиционирования бусульфаном
и циклосфосфаном с профилактикой посттрансплантаци
онным циклофосфаном (150 mg/kg) на комбинациях линий
мышей «донорреципиент» C57Bl/6Balb/с и Balb/сC57Bl/6.
Выявлено, что Balb/смыши, в отличие от C57Bl/6мышей, не
могут быть реципиентами изза высокой летальности от ос
трой токсичности химиопрепаратов. При гистологическом
исследовании C57Bl/6реципиентов острая РТПХ выявлена
у 93 % животных. У всех животных наблюдали РТПХ только
1–2й степени тяжести. Данная модель является перспек
тивной для исследований в области трансплантологии, од
нако требуется снижение интенсивности профилактики для
усиления проявлений РТПХ.
Ключевые слова: трансплантация костного мозга, реак
ция «трансплантат против хозяина», РТПХ, бусульфан, цик
лофосфан, C57Bl/6, Balb/с.
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ВВЕДЕНИЕ
Аллогенная трансплантация гемопоэтических
стволовых клеток (аллоТГСК) является радикальным
методом лечения ряда онкологических и наслед
ственных заболеваний, обеспечивающим частич
ную или полную замену популяции гемопоэтичес
ких клеток пациента. При этом имеет значение не
только сам факт приживления клеток донора, но и
кинетика данного процесса, что определяет необхо
димость разработки чувствительных и воспроизво
димых методов исследования. Среди существующих
подходов определения донорского химеризма (со
отношение клеток донора и реципиента) можно от
метить методы, связанные с оценкой выявляемых у
реципиента групп крови, выполняемые с использо
ванием стандартного набора антител системы AB0
[4]. Однако данный подход, несмотря на свою про
стоту, не позволяет оценить точное соотношение
клеток донора и реципиента, предполагает субъек
тивную оценку результатов, а также не информати
вен в раннем посттрансплантационном периоде.
В ряде работ применялся метод с использовани
ем проточной цитофлуорометрии, базирующийся
на выявлении различных вариантов антигенов
главного комплекса гистосовместимости (HLA)
[5, 12]. Внедрение данного подхода, несмотря на воз
можность анализа линейного химеризма (оценка в
различных субпопуляциях) клеток донора и высо
кую чувствительность, не может быть рекомендо
вано при родственной трансплантации и предпо
лагает, как правило, наличие несовместимости по
комплексу HLA.
Также методы стандартного кариотипирования
и in situгибридизации (FISH) информативны лишь
при разнополой трансплантации [3] и уступают
молекулярногенетическим методам исследовани
ям в чувствительности. Наиболее перспективным
в оценке донорского химеризма (ДХ) является при
менение, с одной стороны, высокополиморфных
маркеров, а с другой – подходов, характеризую
щихся высокой чувствительностью и специфично
стью. В свою очередь, применение полимеразной
цепной реакции позволило идентифицировать ми
норную популяцию гемопоэтических клеток реци
пиента, способных к инициации развития рециди
ва заболевания. Так, в настоящее время активно
используются подходы, базирующиеся на ампли
фикации сателитных последовательностей корот
ких тандемных повторов (short tandem repeats, STR,
и variable number tandem repeats, VNTR). Эти мар
керы представляют собой многократно повторяю
щиеся (от 4 до 50 раз) последовательности [9] в не
кодирующей последовательности ДНК, что обеспе
чивает их полиморфность. Оценка результатов
проводится методом гельэлектрофореза, с исполь
зованием как электрофореза в камере, так и капил
лярного электрофореза, обеспечивающего лучшую
дискрецию сигнала и более высокую чувствитель
ность. В свою очередь, часть из используемых мар
керов была рекомендована для идентификации лич
ности [2], также были разработаны рекомендации
по выбору маркеров и интерпретации результатов
ДХ [10].
С другой стороны, при анализе сателитных по
следовательностей на чувствительность метода ока
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Development of murine model of allogeneic bone marrow
transplantation and graftversushost disease
Modeling of allogeneic bone marrow transplantation and
graftversushost disease (GVHD) plays a crucial role in the
improvement of transplantation procedures and testing novel
immunosuppressive drugs. In this study we evaluated the feasi
bility of busulfan and cyclophosphamide conditioning with post
transplantation cyclophosphamide (150 mg/kg) in donor
recipient pairs C57Bl/6Balb/с and Balb/сC57Bl/6. We ob
served that Balb/с mice as opposed to C57Bl/6 mice can’t be
the recipients because of the unacceptably high acute mortality
from acute toxicity of chemotherapeutic drug. Histological
studies in the C57Bl/6 recipients revealed acute GVHD in
93 % of animals. All animals had only grade I–II severity of
GVHD. This model has the potential for future studies in the
field of transplantology, nonetheless a decrease in the intensity
of prophylaxis is required to augment the manifestations
of GVHD.
Key words: bone marrow transplantation, graftversushost
disease, GVHD, busulfan, cyclophosphamide, C57Bl/6, Balb/с.
